赖 氨 酰 内 肽 酶 特性 及 其 表达 、 应 用 的 研究 进展 
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摘要 : 赖 氨 栈 内 肽 酶 是 一 种 重要 的 工具 酶 ,广泛 应 用 于 科学 研究 及 工业 化 生产 。 目 前 市 场 上 
的 赖 氨 酰 内 肽 酶 大 多 是 从 天 然 微生物 中 提取 获得 ,其 高 昂 的 价格 限制 了 其 广泛 运用 , 重组 表 
达能 够 解决 产量 的 难题 。 本 文 首次 对 赖 氨 酰 内 肽 酶 进行 了 综述 ， 包 括 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 来 源 、 
结构 、 功 能 性 质 、 及 其 主要 应 用 ， 并 重点 总 结 了 近年 来 的 重组 表达 进展 ， 同 时 对 今后 的 研究 
方向 进行 了 展望 。 
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Abstract Lysyl endopeptidase is an important enzyme as a tool for biotechnological purposes and 
industrial production. However, its applications are obstructed by its high costs of production, due 
to the current lysyl endopeptidase products are extracted from the native bacteria with very low 
yields. Nevertheless, the recombinant expression system have solved this problem perfectly. This 
article presented a review of recent progress in lysyl endopeptidase for the first time. In this paper, 
we mainly focus on the origins, structure and function of lysyl endopeptidase. Furthermore, the 
successful expression of recombinant lysyl endopeptidase were aslo summarized and analyzed. In 
addition, the potential perspective of lysyl endopeptidase for future research were further 
discussed. 
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赖 氨 酰 内 肽 酶 Clysyl endopeptidase, Lys-C, EC 3.4.21.50) 是 一 种 特异 性 酶 切 赖 氨 酸 C 
端 氨基 酸 残 基 (LIRA. FAIR) 的 丝氨酸 蛋白 酶 ， 广泛 应 用 于 和 蛋白质 组 学 研究 、 多 上 肽 
测序 、 胰 岛 素 的 制备 、 磷 酸化 肽 的 鉴定 、 二 硫 键 分 析 、N- 聚 糖分 析 、 糖 化 血红 蛋白 的 检测 、 
隐形 眼镜 的 清洗 等 ， 具 有 巨大 的 商业 应 用 潜力 。 
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1. FRE RACES 
1.1 来 源 


赖 氮 酰 内 肽 酶 Lys-C 主要 来 源 于 表 1 中 的 3 种 微生物 , 分 别 为 无 色 杆 菌 (Achromobacter 


lyticus) ~ P ETAT WS CLysobacter enzymogenes ) 和 铜绿 假 单 胞 菌 (Pseudomonas aeruginosa) 


其 名 称 根据 来 源 不 同 也 多 种 多 样 ， 例 如 来 源 于 4. lyticus M497 


-1 的 Lys-C 又 叫 API 


CAchrornobacter protease I) H, A-LEP (Achromobacter lysyl endopeptidase) PI, K J fk 


Lys-C 又 分 别 叫 Le-LEP CLysobacter enzymaogenes lysyl endopeptidase ) 


sp. Lysyl endopeptidase) Pl; 来 源 于 P aeruginosa 的 Lys-C 又 叫 Prote 


其 代表 菌株 有 P aeruginosa PAOI, P aeruginosa PA103-29, € Paeru, 


酶 CAchromopeptidase) ; XWF L. Enzymogenes ATCC 29487 及 Lysobacter sp. IB-9374 的 


和 Ls-LEP CLysobacter 
ase IVB]， 及 Ps-1045]。 


ginosa 6294. 


1.1.1. 无 色 杆 菌 :来 源 于 4. Dyticus 的 API 最 早 由 日 本 学 者 Masaki 等 由 等 于 1978 年 分 离 获 得 。 
当时 Masaki 等 从 4. Iyticus M497-1 的 培养 液 中 分 离 出 了 3 个 碱 性 蛋白 酶 (Protease T. IT. IIT), 
但 只 有 Protease I CAPD 对 赖 氨 酸 残 基 的 羧基 端 具有 特异 的 水 解 活 性 。 由 于 该 酶 的 高 特异 性 


与 高 酶 活性 〈 酶 活性 是 胰 蛋 白 酶 的 10 倍 ) ，Lys-C 迅速 成 为 当时 的 看 
学 家 致力 于 开发 不 同 微生物 来 源 的 Lys-C。 


究 热 点 ， 各 厂家 及 科 


1.1.2 溶 杆菌 : XT L. enzymogenes ATCC 29487 的 Lys-C 最 早 由 Jekel 等 四 提取 获得 。 该 


菌株 除了 能 够 产生 Lys-C (Le-LEP) ， 还 能 产生 o 裂 解 内 肽 酶 〈Alpha-lytic endopeptidase, EC 


3.4.21.12) 和 精 所 酰 内 肽 酶 (Arginyl endopeptidase，Arg-C ) Ul, fci 
sp. IB-9374P! & L.enzymogene ATCC 27796151, 


APRS GIA Lysobacter 


1.1.3. 铜绿 假 单 胞 菌 : 从 P aeruginosa 中 分 离 纯化 获得 的 Protease IV 也 具有 赖 氨 酰 内 肽 酶 活 
PEP]. P aeruginosa 是 一 种 病原 微生物 ， 能 够 导致 发 热 ， 癌 症 ， 免 疫 缺 陷 等 外 ， 还 能 够 对 眼 


部 及 肺 部 造成 组 织 损害 00， 其 分 泌 的 Protease IV 能 够 降解 宿主 菌 的 重要 免疫 蛋白 ， 如 补体 
和 IgG 等 国 。 通 过 硫酸 铵 沉淀 法 处 理 培养 基 上 清 ， 随 后 阴离子 交换 层 析 及 凝 胶 过 滤 层 析 ， 可 


Lys-C. 
1.2 结构 
1.2.1 基因 结构 : Lys-C 是 以 前 酶 原 (pre-proenzyme ) 的 形式 生物 合成 


获得 Protease IV， 其 酶 比 活 最 高 为 89 U/mg 由 ， 大 大 高 于 4. lyticus X L.enzymogene 来 源 的 


3， 包含 信号 肽 (signal 


peptide) 、 前 导 肘 (pro-peptide ) 、 成 熟 肽 酶 (mature peptidase) 和 延 人 


Hk Cextension peptide) 


这 4 个 部 分 。 来 源 于 4. lyticus Ej L. Enzymogenes 的 Lys-C 前 酶 原 分 别 为 653、670 个 氨基 酸 


[8]， 而 来 源 于 P aeruginosa 的 Lys-C 前 酶 原 只 有 462 PARR, 包含 
pkg, SEH, A. Iyticus 5 L. Enzymogenes 的 成 熟 肽 酶 Lys-C AER 


HOS HK. BU SS XA 
序列 完全 一 致 。 


1.2.2 蛋白 质 结构 : Lys-C FA 3 对 二 硫 键 ， 其 中 二 硫 键 C6-C216 是 其 在 碱 性 pH 条件 下 
(pH8.5-10.7) 具 有 最 佳 酶 活性 与 耐 变 性 剂 的 决定 因素 。 其 催化 三 联 体 为 H57. D113 与 S194, 


分 别 对 应 于 胰 和 蛋白酶 的 催化 三 联 体 H37、D102 与 S1950, P aerugin 


osa 来 源 的 Protease IV 


201712.01970v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


也 具有 类 似 的 催化 三 联 体 ， 其 邻近 的 H116 与 $200 的 点 突变 能 够 加 速 前 酶 原 自发 酶 解 为 成 
ZAHI Protease IVI, MĚZ H116 与 S200 对 其 蛋白 构 向 的 稳定 具有 重要 作用 ， 同 时 也 暗示 了 
酶 原 自 发 降解 (autodigestion) 是 其 形成 成 熟 Protease IV 的 重要 步骤 。 

1.2.3 晶体 结构 : Lys-C 容易 自发 降解 也 是 制备 晶体 的 一 个 难点 。2013 Æ, Ohnishi SAX} 
Lys-C 晶体 研究 证 实 了 H57. D113 及 S194 是 构成 该 丝氨酸 蛋白 酶 的 催化 三 联 体 。 同时 发 现 ， 
催化 三 联 体 D113 与 邻近 的 H210、W169 残 基 形 成 rr 堆积 作用 ， 从 而 使 D113 与 溶剂 隔离 ， 
这 种 独一无二 的 结构 特征 使 得 Lys-C 能 在 宽泛 的 碱 性 条 件 下 保持 功能 稳定 .2014 年 , Asztalos 
等 0 通过 添加 共 价 抑制 剂 TLCK (N-Tosyl-L-lysine chloromethyl ketone) ， 获 得 了 分 辨 率 更 
高 的 Lys-C 晶体 ， 为 Lys-C 催化 中 心 的 氧 键 研究 英 定 了 基础 。 
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(b) 
Lys-C BUNA. (a) 灰色 代表 Lysobacter 来 源 的 Lys-C、 青 色 代 表 A. Dyticus 来 源 的 Lys-C, WLIW AE 
WEZE; b) 黄色 代表 Lysobacter 来 源 的 Lys-C、 灰 色 代 表 A. lyticus 来 源 的 Lys-C 
1 赖 氨 栈 内 上 肽 酶 的 晶体 结构 03 


Figure 1 Crystal structure of lysyl endopeptidase 
1.3 性 质 
1.3.1 特异 性 : Lys-C 的 底 物 结合 位 点 又 叫 作 ST 专 一 性 口袋 〈S1 Specificity Pocket) ， 其 空 
间 几 何 特征 决定 了 其 高 度 特异 性 。TLCK 能 够 蔡 代 多 肽 底 物 占据 S1 专 一 性 口袋 ， 因 此 能 有 
效 抑制 Lys-C 的 酶 活性 。 底 物 结合 位 点 的 D225 与 邻近 的 T189、S214 形成 严 紧 的 S1 口袋， 
只 能 容纳 线性 的 侧 链 。 在 众多 氨基 酸 中 ， 只 有 精 氨 酸 与 赖 氨 酸 的 线性 侧 链 足够 长 ,其 侧 链 末 
端 能 够 接触 到 S1 口袋 底部 ， 但 精 氨 酸 侧 链 的 县 基 与 D225 存在 空间 位 阻 ， 阻 碍 了 精 氨 酸 与 
S1 口袋 的 结合 03。 这 种 独特 的 几何 空间 结构 阐释 了 其 只 能 专 一 性 酶 切 赖 氨 酸 C. 端 氨基 酸 残 
基 的 原理 。 


表 1 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 底 物 特异 性 


Table 1 substrate specificity of lysyl endopeptidase 


Km/ Kcat (mM-1 s-1) 


底 物 Lys-C (Lysobacter sp. Protease IV (P. Aeruginosa ) 
API (A. Lyticus )U.!61 

IB-9374 ) P! [5] 

Tos-Gly-Pro-Lys-pNA / / 4.4 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA / / 0 

Val-Leu-Lys- pNA / / 2.6 
Lys-pNA 1.75 1 0 
Arg-pNA 0 / / 
Bz-Arg-pNA 0 7 / 
Bz-Lys-pNA 12.3 42 / 
Ac-Lys-pNA / 115 / 
Bz-Lys-OMe 2480 29 000 j 
Tos-Lys-OMe 5700 14 600 / 
Tos-Arg-OMe 0.14 / / 
Bz-Orn-OMe 10.4 13 / 


Note: “/” Mean not report. 


1.3.2 最 适 pH: 中 性 环境 CpH6.0-7.00 是 蛋白 酶 将 底 物 转化 为 多 肽 片段 的 最 佳 条 件 0217。 


W169 与 H210 在 催化 中 心 处 的 堆积 作 月 


H, WET Lys-C 的 最 适 pH 为 碱 性 条 件 ， 因 此 该 位 


点 的 突变 ， 成 为 解决 问题 的 关键 。Shiraki 等 0 通过 点 突变 获得 变 体 H210S 与 H210A， 其 催 


化 活性 分 别 为 Lys-C 的 2 倍 或 相当 ， 


最 适 pH 改变 为 中 性 


环境 。 但 对 W169 进行 突变 的 变 


体 酶 活性 下 降 较 大 091， 可 能 由 于 具有 大 体积 疏 水 侧 链 的 W169 对 活性 中 心 D113 的 去 溶剂 化 


保护 不 复 存 在 ， 因 此 使 得 Lys-C 的 酶 活性 功能 大 幅 下 降 。 


13.3 自 降解 : Lys-C 容易 发 生 自 降 


解 ， 是 限制 其 应 用 的 一 


个 重要 因素 。 对 于 Protease IV 来 


说 ， 其 自 降解 位 点 为 K30、K48、K49、K155 和 K203， 可 分 别 产生 SkD. 6kD. 13kD. 18kD 


和 22kD 降解 片段 申 。 将 这 些 赖 氨 酸 位 点 进行 突变 或 化 学 修饰 或许 能 够 减弱 自 降解 趋势 ， 


提高 Lys-C 的 稳定 性 ， 但 也 可 能 带 来 空间 结构 的 改变 而 影响 酶 活性 。2016 f£, Zhao 等 BI 通 
过 改变 溶剂 条 件 ， 实 现 了 Lys-C 的 稳定 保存 ， 即 在 高 盐 (22M NaCl) 及 低 pH (<4) 条件 


下 能 够 减少 自 激活 并 稳定 保存 成 熟 肽 酶 Protease IV. 
表 2 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 特征 


T 


Table 2 Characterization of lysyl endopeptidase 


性 质 Lys-C (A. Lyticus, L. Enzymogenes) 
等 电 点 6.8-6.92-12] 
最 适 温度 50°C? 
最 适 pH pH8.5-10,70./2), pH905] 


Protease IV (P. Aeruginosa ) 
8.78.5] 
45'CDI 


pH10.0!51 


耐 盐 性 5-7M 尿素 、0.1% SDS02.5] 8M 尿素 中 
抑制 酶 活 条 件 NaCl, REIRIS] 22 M NaCl or pH«4P! 
TLCK(N-Tosyl-L-lysine chloromethyl DTT, 2-44 LHD. 51; TLCK (totally 
抑制 剂 ketone), abolish), 
PMSF(Phenylmethanesulfonyl fluoride)?! PMSF(partially inhibit) 


2. LSU PA ABE CARGA 


RAGE A AE EO UST: 3 种 菌株 ， 其 中 无 色 杆菌 A. lyticus M497-1 的 天 然 表 达 产 量 为 
32 U/L CWL#1) 。2002 年 ，Chohnan 等 外 从 来 自 沙土 的 30000 个 微生物 中 筛选 出 一 株 高 产 
菌株 Lysobacter sp. IB-9374， 在 30C 条 件 下 有 氧 发 酵 225h (9.4 天 ) ， 分 泌 到 培养 基 上 清 
的 Lys-C 对 底 物 Bz-Lys-pNA 的 水 解 活性 达到 最 高 (183 U/L) 。2009 Æ, Kuhlman 等 四 利用 
L.enzymogene ATCC 27796 菌株 天 然 表 达 Lys-C， 成 功放 大 到 40L 发 酵 规模 ， 通 过 培养 基 优 
化 ， 上 清 表 达 产 量 达到 5.6mg/L (折合 为 50.96 U/L) 。2012 年 ，Conibearl?0 等 报道 了 PP 
aeruginosa 菌株 天 然 表 达 的 产量 为 28.01 UL-ODeoo)« 
目前 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 市 场 主 要 由 国外 企业 礁 断 ,但 这 些 国外 企业 主要 采用 的 是 天 然 表 达 
获得 Lys-C。 其 产量 低 ， 纯 化 工艺 复杂 ， 生 产 周期 长 ， 其 高 昂 的 成 本 限制 了 Lys-C 的 广泛 应 
用 ， 重 组 表达 能 够 解决 产量 的 难题 ， 极 大 的 降低 生产 成 本 。 

表 3 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 天 然 表 达 
Table 3 Native expression of lysyl endopeptidase 


T 


来 源 产 酶 菌株 天 然 表 达 产 量 酶 比 活 
KEE A. lyticus M497-10] 32 U/L? 
Lysobacter sp. IB-9374?! 183 U/L?! 
"EM 9.1 U/mg"! 
AI 15 U/L?!; 


L. Enzymogenes ATCC 294870! 
5.6mg/L (折合 50.96 U/L)" 


P. aeruginosa PAO1 12.05 U/(L-ODeo0) 
ur 14.6 U/mg"); 
4 £x AB A f pU P. aeruginosa PA103-29 NR 
52-89 U/mg"! 
P. aeruginosa 6294 28.01 U/(L-ODeo0) 


Note: NR= Not Report. 


One U of Lys-C activity is defined as the amount of enzyme which converts 1 umol of substrate to product in 1 


min under room temperature"! or 30 C P1, 


3. 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 原核 重组 表达 
3.1 密码 子 偏好 性 


大 肠 杆菌 的 密码 子 偏好 性 对 Lys-C 的 重组 表达 具有 重要 影响 。 从 AL Dyticus 的 基因 组 中 


> 


PCR 扩 增 编码 API 的 基因 片段 ， 构 建 到 搭载 trc 启动 子 的 pKK2332 的 表达 载体 中 ， 在 宿主 
Fel E.coli 中 成 功 重 组 表达 ， 但 IPTG 的 诱导 并 不 能 提高 表达 产量 C0， 因 转录 水 平 受 到 限制 而 
影响 了 表达 产量 。 为 了 降低 密码 子 偏好 性 的 限制 ,在 不 进行 基因 优化 的 前 提 下 ， 选 择 无 内 源 
Protease IV 表达 的 恶臭 假 单 胞 菌 (P putida) 为 宿主 菌 ， 以 pUCP20 为 表达 载体 (1ac 启动 子 ) 


重组 表达 了 Protease IV, 其 产量 相 比 P. aeruginosa 天 然 表 达 提 高 了 5 倍 na。 这 两 个 例子 暗示 
了 密码 子 偏 好 性 的 对 原核 重组 表达 的 重要 性 。 
3.2 表达 系统 的 选择 

不 同 的 宿主 菌 及 表达 载体 系统 对 Lys-C 的 重组 表达 影响 很 大 。2016 年 ，Stressler 等 外 利 
用 E.coli 密码 子 偏好 性 对 来 自 L. enzymogenes ATCC 27796 的 Lys-C 及 其 N 端 前 导 肽 (MGSK ) 
进行 密码 子 优化 后 ， 选 择 2 个 表达 载体 系统 分 别 在 5 个 大 肠 杆 菌 宿 主 菌 中 进行 重组 表达 。 
BL21(DE3),BL21(DE3)[pLys-S] 和 JM109(DE3) 采 用 pET 系列 表达 载体 (IPTG 诱导 ), JM109 
和 DSM 14459 采用 pJOE 表达 载体 ( 鼠 李 糖 诱导 ) 。 其中, BL21(DE3) 与 BL21(DE3)[pLys-S] 
宿主 菌 没有 获得 阳性 转化 子 ， 获 得 阳性 转化 子 的 JM109(DE3) 却 无 表达 。 然 而, 在 JM109 和 
DSM 14459 宿主 菌 中 成 功 获得 重组 表达 。 经 过 培养 条 件 优化 ， 在 1L 生物 反应 器 中 ， 宿 主 菌 
JM109 重组 表达 Lys-C 的 酶 活性 最 高 达 9,340 + 555 nkatros-GPK-pNa/Lcultureo 《折合 为 560+33 
= U/L) 。 将 MGSK-Lys-C 构建 到 pET 表达 载体 中 , 同样 在 JM109 中 重组 表达 , 产量 仅 为 pJOE 


ő 表达 载体 的 20%. 
C» 3.3 前 导 肽 及 信号 肽 的 影响 
c 对 于 很 多 蛋白 酶 来 说 , f MP Rt PN ES Bc FUE ES LUI I I GL. enzymogenes 


e ATCC 27796 的 信号 肽 -N 端 前 导 肽 Cpre-N-pro) 基因 构建 到 pJOE 表达 载体 中 , TE JM109 
重组 表达 ， 获 得 的 pre-N-pro 多 肽 作为 复 性 剂 能 够 促进 MGSK-Lys-C HHE. ERER RD 
LÉ pre-N-pro 多 肽 ，Lys-C 的 酶 活性 可 提高 58 倍 中 。 本 实验 室 也 证 实 ， 在 缺失 前 导 肽 的 情况 下 ， 
N 检测 不 到 重组 表达 产物 的 酶 活性 。 另 外 ， 不 同 信号 肽 对 Lys-C 的 表达 产量 差异 很 大 。 
之 3.4 融合 表达 策略 
e BL21(DE3) 与 pET 载体 系统 配合 ,无 疑 是 目前 原核 表达 系统 最 流行 的 组 合 。 但 由 于 Lys-C 
[- 对 宿主 菌 的 毒性 作用 , 增加 了 重组 表达 的 难度 , 采用 融合 表达 是 一 个 行 之 有 效 的 策略 。2016 
年 ，Zhao 等 B] 将 Protease IV 酶 原 CN 端 前 导 肽 + 成 熟 肽 酶 ) 基因 的 密码 子 优化 后 与 硫 氧 还 蛋 

A (Tx) 基因 融合 ， 在 BL21(DE3) 中 成 功 重组 表达 。 融 合 蛋 白 Trx-pro-protease IV IJ 5L 发 
酵 产 量 为 1.7g/L， 在 其 发 表 的 专利 CN105950593AIDD 中 进一步 保护 了 该 制备 方法 。 通 过 高 压 
均 奖 破碎 获得 包涵 体 Trx-pro-protease IV, 在 25'C 条 件 下 依次 经 历 变性 3-4h.. pH10.0 条 件 复 
性 14h, pH7-8 条 件 放置 5-6h 自 激活 ， 随 后 4C 条 件 下 硫酸 铵 沉淀 4h， 沉 淀 的 蛋白 重 悬 后 ， 
依次 进行 镍 柱 亲 和 层 析 、 超 滤 浓 缩 、 凝 胶 过 滤 层 析 ， 获 得 Lys-C 的 产量 为 36.6mg/L 折合 
为 发 酵 体积 ) 。 虽 然 融合 表达 能 够 减弱 Lys-C 对 宿主 菌 的 毒性 作用 ,但 同时 增加 了 纯化 步 又 
而 减少 收 率 ， 且 融合 蛋白 分 子 量 较 大 ， 经 过 酶 切 去 除 Trx 后 ，Lys-C 的 产量 会 打折 扣 。 
3.5 分 泌 表 达 策 略 

直接 分 泌 表 达 重 组 蛋白 的 最 大 优点 就 是 纯化 步骤 简单 ， 收 率 高 名， 但 因 Lys-C 具有 促 
进 大 肠 杆菌 裂解 倾向 的 毒性 作用 ， 直 接 分 泌 表达 Lys-C 存在 诸多 难点 。 例 如 ， 难 以 获得 阳性 
转化 子 ， 即 使 获得 阳性 转化 子 ， 也 会 遇 到 生长 缓慢 ,质粒 容易 丢失 的 问题 ， 最终 导致 产量 不 


高 。 本 实验 室 通 过 优化 培养 基 组 分 限制 


达 的 时 候 ， 改 善 


可 达到 4000U/L GRE 440mg/L) ， 远 


泄漏 表达 ， 从 而 殉 服 了 4 
诱导 表达 条 件 ， 使 得 质粒 易于 失 的 问题 得 到 解决 ， 最 终 SL 高 密度 发 酵 产 上 


FE 长 缓慢 的 问题 。 


在 诱导 表 


Ni 


于 目前 文献 报道 


4. 赖 氨 酰 内 肽 酶 的 酵母 重组 表达 


Lys-C 来 源 于 原核 生物 ， 没 有 翻译 后 修饰 ， 利 用 真 核 表 达 系 统 的 报 
Asztalos05 等 在 巴 斯 德 毕 亦 酵母 (Pichia pastoris) KM71H "P X7] 8 
体 K30R 及 野生 到 


iJ Lys-C, 


但 表达 产量 低 ， 


来 源 
A. lyticus 
M497-1 
A. lyticus 
M497-1 
L. enzymogenes 


ATCC 27796 


P. aeruginosa 


A. lyticus 


A. lyticus 


Note: NR=Not Report. 


a: 酶 原 纯化 产量 ; 
S. 应 用 
5.1 蛋白 质 组 学 


EAMH (Proteomics) 


EPE. HFL BE 
The, BEARIZ T N 端 前 导 肽 ， 
表 4 E IE PCR HC SEC AH e 


的 表达 水 平 。 


MM 


AR 


Bub. 
组 分 泌 表 达 Lys-C 的 变 
其 表达 载体 为 pPPICZa。2015 年 ， 马 妍 等 23] 
X-33 中 重组 表达 Lys-C (pPICZa-Lys-C) 。 虽 然 根 据 P. pastoris BTA 
酶 来 说 , 在 体外 及 体内 前 导 肽 


局 好 性 


2014 年 ， 


尝试 了 在 P. pastoris 
E 进 行 基因 优化 ， 


AA fest ANEN 


可 能 与 重组 表达 的 失败 有 着 重要 的 关联 。 


Table 4 Recombinant expression of lysyl endopeptidase 


宿主 菌 


E.coli 


E. coli 
JA221 
E. coli 
JM109 


E. coli 


BL21(DE3) 


P. pastoris 
KM71H 


P. pastoris 


X-33 


表达 载体 


pKK233-2 


pKYN200 


pJOE 


pET32a 


pPICZaA 


pPICZaA 


b: MAA AEA 


化 产量 ; 


ERN 端 前 导 肽 + 成 熟 肽 酶 


酶 原 〈 未 基因 


表达 产物 


lig GLE PS H210S、 


W169F 


酶 原 MGSK-Lys-C 


融合 酶 原 


Trx-pro-protease IV 


酶 原 变 体 K30R 


成 熟 肽 酶 


优化 ) 


产量 


0.48mg/L (a) 


0.2-0.4mg/L Cb) 


560+33 U /L 
(d) 


36.6mg/L (b) 


是 一 门 致力 于 大 规模 研究 蛋白 质 结构 与 功能 的 学 科 ， 蛋 白质 


c: 融合 和 蛋白 产量 ; 


d: 复 性 


1.7g/L (c) 
NR 
NR 
后 产量 


文献 


Ohara T, 1989 
[21] 


Ito L, 2010 4) 


Stressler T, 2016 
[7] 
CN105950593A 
, 2016 U! 
Zhao MZ,2016 P1 
Asztalos P, 2014 
[15] 


Ma Y, 2015 7) 


复合 物 的 完全 酶 解 是 现代 高 分 辨 率 、 高通 量 的 质谱 分 析 法 鉴定 与 定量 的 关键 步 又 。 赖 氨 酰 内 


肽 酶 是 蛋白 质 组 学 研究 必 不 可 少 的 工具 


酶 与 Lys-C 酶 解 ， 可 被 鉴定 的 多 肽 和 和 蛋 
与 胰 蛋 白 酶 组 合 使 用 能 够 鉴别 出 更 多 的 
的 多 肽 。 


52 多 肽 测序 


IH 


白 , 比 单独 应 月 


H Lys-C 多 鉴别 


25], 2017 4F, Guo 等 R9 证 实 采 用 微波 辅助 胰 蛋 
白质 数量 最 高 。2017 EF, Paulo 等 2 也 阐明 了 Lys-C 
H 1096/5] az A 30% 


联合 Lys-C 与 Lys-N 酶 解 ， 随 后 LC-MS/MS 分 析 ， 可 将 混合 蛋白 中 将 不 同 蛋 白质 的 N 
进行 测序 鉴定 ， 包括 乙酰 化 的 N 端 ， 蛋 白 异 构 体 等 鸣 。2017 年 ，Guan 等 9 联合 这 两 种 酶 
结合 串联 质谱 分 析 ， 成 功 鉴 定 出 含有 相同 氨基 酸 残 基 肽 段 的 7 对 等 重 前 体 离 子 (isobaric 
precursor ions) 〈 如 TYFPHFDLSHGSAQVK 与 KTYFPHFDLSHGSAQV . Lys-C 酶 解 
的 肽 段 C 端 为 Lys，Lys-N 酶 解 后 的 肽 段 N 端 为 LysB0， 该 特点 能 够 直接 分 辩 离 子 类 型 ， 大 
大 简化 了 多 肽 从 头 测序 (de novo peptide sequencing) 对 于 鉴定 等 重 前 体 离子 的 难题 B1。 
5.3 胰岛 素 制 备 
人 胰岛 素 由 21 个 氨基 酸 的 A 链 与 30 个 氨基 酸 的 B 链 组 成 ， 其 中 B30 为 苏 氨 酸 ， 对 胰 
岛 素 的 生物 活性 或 生理 特性 几乎 无 影响 ，B29 是 赖 氨 酸 ， 正 好 是 Lys-C 的 酶 切 位 点 。Tofteng 
等 B3 采 用 固 相合 成 的 方式 成 功 合成 了 人 胰岛 素 原 , H C 肽 为 GEEEK,N 端 前 导 肽 为 EEEEK， 
能 促进 其 有 效 折 县 ，Lys-C 能 够 一 步 切除 C 肽 及 N 端 前 导 肽 获得 缺失 B30 位 〈desB30) 的 
一 胰岛 素 类 似 物 。 己 上 市 的 地 特 胰 岛 素 〈(Insulin Detemir) 、 德 谷 胰岛 素 (Insulin Degludec ) 
e 及 门 冬 胰岛 素 CInsulin Aspart) 均 属于 desB30 胰岛 素 类 似 物 B13。 在 专利 CN 102816785 AB4 
中 也 公开 了 应 用 Lys-C 制备 甘 精 胰岛 素 及 其 类 似 物 的 方法 。 
Lm KARIKE B 与 胰 和 蛋白 酶 也 能 够 去 除 胰 岛 素 原 的 前 导 肽 及 C 肽 B1， 但 是 这 两 种 酶 对 碱 
N 性 氨基 酸 赖 氨 酸 及 精 氮 酸 都 具有 选择 性 ， 导 致 胰岛 素 副 产物 增加 、 增 加 纯化 难度 ， 降 低 胰 岛 
_ 素 收 率 。 在 胰岛 素 的 制备 方面 ，Lys-C 作为 关键 工具 酶 ， 因 能 简化 工艺 步骤， 大 大 降低 纯化 
dm 成 本 ， 提 高 收 率 ， 减 少 杂 质 ， 而 具有 巨大 的 工业 化 应 用 价值 。 
N 5.4 其 他 应 用 
之 5.4.1 磷酸 化 肽 的 鉴定 ;磷酸 化 修饰 是 真 核 生物 中 最 普遍 的 蛋白 质 翻译 后 修饰 之 一 ， 是 调节 
© 细胞 信号 转 导 及 蛋白 激酶 与 底 物 相互 的 主要 机 制 。2014 年 ，Cao 等 BI 利用 Lys-C 及 胰 蛋 白 
C 酶 结合 MS， 成 功 鉴定 了 肿瘤 相关 的 转录 因子 人 锌 指 蛋 白 -36 (zine finger protein 36) 的 主要 
磷酸 化 肽 。 该 方法 同样 能 用 于 鉴定 蛋白 激酶 的 磷酸 化 位 点 ,进而 揭示 蛋白 激酶 对 底 物 选择 性 
的 机 制 B7。 
5.4.2 二 硫 键 分 析 : 传统 的 二 硫 键 分 析 方 法 通常 需要 较 长 时 间 的 酶 解 与 较 高 浓度 的 蛋白 内 切 
酶 ， 但 是 在 偏 碱 性 条 件 下 孵育 时 间 过 长 会 导致 二 硫 键 错 配 ; 缩短 酶 解 时 间 及 降低 pH 值 ， 又 
会 导致 不 完全 酶 解 。2016 年 ，Cheng 等 B9 针 对 这 些 问 题 ， 开 发 出 一 种 快速 而 高 效 的 Lys-C 
酶 解 方法 ， 不 仅 使 产生 的 二 硫 键 多 肽 信号 提高 了 10 倍 ， 而 且 使 二 硫 键 错 配 降低 到 不 高 于 
0.05%. 
5.4.3 N- 聚 糖分 析 : 重组 单 克隆 抗体 的 N- 聚 糖分 析 CN-glycan analysis) 通常 需要 肽 N-A 
酶 F (PNGase F) ARERI. HEIT 2- 氨 基 茶 甲 酰胺 标记 (2-AB labeling) ， 随 后 进行 高 
效 液 相 色 谱 分 析 及 荧光 检测 。2012 F, Merck 公司 开发 出 了 一 种 更 加 高 效 的 分 析 方 法 ， 其 
关键 在 于 联合 Lys-C 与 胰 蛋 白 酶 快速 酶 解 生成 糖 肽 B9。 
5.4.4 糖化 血红 蛋白 的 检测 : 糖化 血红 蛋白 (GHb〉 对 评价 糖尿 病 患 者 的 整体 情况 具有 重要 


m 


= 


pn 


意义 。2013 E, RELÆ. Lys-C 与 国际 临床 化 学 组 织 推荐 的 Glu-C. 〈 金 黄色 葡萄 球菌 
V8 和 蛋白酶 ) 对 GHb 的 检测 进行 比较 ， 不 仅 能 够 获得 一 致 的 结果 ， 而 且 Lys-C 的 酶 解 效率 更 
高 ， 并 能 有 效 降低 实验 成 本 ， 证 明了 Lys-C 在 质谱 法 测定 GHb 方法 中 的 应 用 优势 。 


6. 结语 和 展望 


Lys-C 是 一 种 重要 的 工具 酶 ， 广 泛 应 用 于 和 蛋白质 组 学 研究 、 多 肽 测序 、 胰 岛 素 的 制备 、 
磷酸 化 肽 的 鉴定 、 二 硫 键 分 析 、N- 聚 糖分 析 、 糖 化 血红 蛋白 的 检测 等 ， 具 有 巨大 的 商业 应 
用 潜力 。 目 前 ， 市 场 上 的 赖 氨 酰 内 肽 酶 主要 由 国外 企业 生产 供应 ， 价 格 昂贵 。 例 如 Sigma 
Aldrich 生产 的 Lys-C 市 场 价 为 ¥5000/100 KU Merck 生产 的 测序 级 Lys-C 市 场 价 为 
¥2500/Sug, 美国 AbSci 生产 的 Recombinant Protease IV 市 场 价 为 ¥11850/mg 等 。 大 部 分 厂家 
采用 天 然 表 达 的 方式 ， 产量 低 ,纯化 工艺 复杂 ,高 昂 的 成 本 及 价格 限制 了 工业 化 的 应 用 。 重 
组 表达 能 够 解决 产量 的 难题 。 

然而 目前 为 止 , 国内 外 并 没有 报道 关于 Lys-C 的 综述 。 本文 首 次 对 Lys-C 的 来 源 、 结构 、 
性 质 、 及 其 应 用 等 进行 了 综述 ， 并 重点 总 结 了 近年 来 的 重组 表达 进展 。 其 重组 表达 难点 在 于 
以 下 几 方 面 : 1. Lys-C 能 够 促进 宿主 菌 的 自 溶解 倾向 ， 对 宿主 菌 具有 毒性 作用 ， 且 重组 表 
en anki 


p 


易 丢 失 ， 导 致 生产 不 稳定 ;， 3. Lys-C 的 序列 本 身 存在 很 多 赖 氨 酸 ， 容 易 自 激活 并 自我 降解 ， 
导致 产量 不 高 。 
通过 本 文 对 近 几 年 研究 成 果 的 综述 ， 从 以 下 三 个 方面 可 有 效 改善 上 述 浆 端 ，1、 采 用 融 


合 表 达 、 包 涵 体 表达 策略 ， 可 减弱 Lys-C 对 宿主 菌 的 毒性 作用 ; 2、 重 组 表达 Lys-C 的 菌株 
生长 缓慢 ， 且 质粒 容易 丢失 ， 可 能 与 低 水 平 的 Lys-C 泄露 表达 有 关 ， 选 择 调控 更 加 严谨 的 宿 
ER CU BL21(DE3)pLys) 可 限制 泄露 表达 ; 3、 将 Lys-C 氨基 酸 序 列 的 赖 氨 酸 位 点 进行 突 
变 或 化 学 修饰 ， 能 够 减弱 自 降解 趋势 ， 提 高 Lys-C 的 稳定 性 。 结 构 决 定 功能 ， 通 过 对 Lys-C 
结构 的 研究 (如 和 氨基酸 的 突变 ， 截 短 等 ) 开发 酶 活 更 高 、 更 稳定 的 Lys-C 变 体 ， 是 今后 的 看 
究 难 点 与 方向 , 并 有 望 开 发 出 更 优质 的 Lys-C, 打破 长 期 以 来 昂贵 的 进口 Lys-C 的 垄断 地 位 。 
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